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Tese apresentada como requisito parcial para a 
obtenção do título de Doutor em Ciências da Saúde 
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Introdução: As estatinas são fármacos hipolipemiantes amplamente utilizados na 
redução do risco cardiovascular. Recentemente, foram relacionadas ao 
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (DM2). A disbiose microbiana do intestino 
também está associada a anormalidades na homeostase da glicose, mas seu papel 
na hiperglicemia induzida pelas estatinas ainda não foi amplamente explorado. No 
presente estudo, nosso objetivo foi investigar se a modulação da microbiota 
intestinal com antibióticos poderia modificar a influência da terapia com atorvastatina 
(ATOR) ou pravastatina (PRAVA) sobre a homeostase da glicose em camundongos 
ob/ob, e se isso poderia associar-se à modificação da representação relativa de 
populações específicas de bactérias nas fezes destes animais. Métodos: 
Camundongos ob/ob com 13 semanas de idade, alimentados com dieta controle, 
foram tratados com veículo (n = 10), atorvastatina (ATOR) 80 mg/kg/d (n = 10) ou 
pravastatina (PRAVA) 80 mg/kg/d (n = 10), por 8 semanas. Durante as últimas 4 
semanas de tratamento, cinco camundongos de 3 grupos também receberam uma 
combinação de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,5 g/L, 
administradas na água potável) para promover a modulação da microbiota intestinal. 
Resultados: A terapia com ATOR reduz o peso corporal, na ausência e presença de  
antibióticos, enquanto a PRAVA e o co-tratamento com PRAVA e antibióticos não 
afetou o peso corporal. A ATOR aumentou significativamente a glicemia em jejum, e 
esse efeito foi revertido pela antibioticoterapia. Ao contrário, os camundongos 
tratados com PRAVA apresentaram glicemia em jejum ligeiramente reduzidos, que 
foram adicionalmente diminuídos por co-tratamento com antibióticos. Tanto a ATOR 
como a PRAVA diminuíram a concentração sérica das enzimas hepáticas, e este 
efeito não foi modificado pelo co-tratamento com antibióticos. No entanto, a 
diminuição induzida pela estatina no acúmulo de lipídios hepáticos foi parcialmente 
revertida pelo tratamento simultâneo com antibióticos. O tratamento com ATOR, mas 
não com PRAVA, reduziu a razão Firmicutes/Bacteroidetes, mas o co-tratamento 
com antibióticos e com ATOR reverteu parcialmente e promoveu uma expansão 
significativa de Akkermansia muciniphila em comparação com controle ou o 
tratamento com ATOR isoladamente. Conclusão: Nossos achados indicam que a 
modulação da microbiota intestinal com antibióticos em associação com o 
tratamento com ATOR pode melhorar o efeito diabetogênico desta estatina, e isso 
pode envolver a expansão da população de A. muciniphila no intestino. Isso sugere 
que a manipulação da microbiota intestinal pode ser um alvo para prevenir a 
hiperglicemia induzida pelas estatinas. 
 





Background: Statins are lipid-lowering drugs widely used for cardiovascular risk 
reduction that are strongly linked to development of type 2 diabetes (T2D). Gut 
microbial dysbiosis is also associated with abnormalities in glucose homeostasis, but 
their role in statin-induced hyperglycemia was not largely explored. In the present 
study, we aimed to investigate whether gut microbiote modulation with antibiotics 
could affect glucose leves in response to atorvastatin (ATOR) and pravastatin 
(PRAVA) therapy in ob/ob mice, and wheter this was associated with altered relative 
representation of specific bacteria populations. Methods: Thirteen-week old male 
ob/ob mice fed a control diet were treated with vehicle (n=10), atorvastatin (ATOR) 
80 mg/kg/d (n=10) or pravastatin (PRAVA) 80 mg/kg/d (n=10), for 8 weeks. During 
the last 4 weeks of treatment, five mice from 3 groups also received an antibiotic 
combination (ciprofloxacin 0.2 g/L and vancomycin 0.5 g/L in drinking water) to 
promote microbiota modulation. Results: ATOR therapy reduced body weight, which 
was not changed by co-treatment with antibiotics, whereas PRAVA and co-treatment 
with PRAVA and antibiotics did not affect weight gain. ATOR significantly increased 
fasting blood glucose levels, and this effect was reversed by antibiotic therapy. On 
the contrary, mice treated with PRAVA showed slightly decreased fasting blood 
glucose levels, which were further decreased by co-treatment with antibiotics. Both 
ATOR and PRAVA diminished serum liver enzyme levels, and this effect was not 
modified by co-treatment with antibiotics. However, statin-induced decrease in 
hepatic lipid accumulation was partially reversed by simultaneous treatment with 
antibiotics. ATOR but not PRAVA treatment reduced Bacteroidetes to Firmicutes 
ratio, but co-treatment with antibiotics and ATOR partially reversed it and promoted a 
significant expansion of Akkermansia muciniphila as compared to controls or 
treatment with ATOR alone. Conclusion: Our findings indicate that gut microbiote 
modulation with antibiotics in association with ATOR treatment can ameliorate the 
diabetogenic effect of this statin, and this may involve expansion of A. muciniphila 
population in the gut. This suggests that gut microbiote manipulation could be a 
target to prevent statin-induced hyperglycemia. 
Key-words: Obesity, diabetes, statins, gut microbiota. 
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A prevalência do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) está aumentando em todo o 
mundo e atingindo proporções epidêmicas. De acordo com as estatísticas da IDF 
(International Diabetes Federation), atualmente o diabetes afeta quase 425 milhões 
de pessoas em todo o mundo. Se nenhuma prevenção for feita, a IDF estima que 
este número total de pessoas com diabetes poderá dobrar em 2045 (1). 
O DM2 tem como importante componente fisiopatológico a resistência 
insulínica e frequentemente ocorre no contexto da síndrome metabólica. Esta 
representa um conjunto de fatores de risco cardiovascular que inclui, além da 
disglicemia, obesidade abdominal, hipertensão arterial, hipertrigliceridemia e baixas 
concentrações plasmáticas de lipoproteína de alta densidade ou HDL (2). Além da 
hipertrigliceridemia e HDL baixo, a presença de partículas de lipoproteínas de baixa 
densidade (LDL) pequenas e mais aterogênicas (3).  
As estatinas são os fármacos mais usados para tratamento das 
hiperlipidemias em prevenção primária e secundária, com o objetivo de diminuir as 
concentrações plasmáticas de lipoproteínas ricas em colesterol e reduzir o risco de 
doenças cardiovasculares (4, 5). Os mecanismos envolvidos nestes efeitos 
benéficos não são completamente compreendidos, uma vez que a regressão da 
aterosclerose, um importante componente fisiopatológico da doença arterial 
coronariana, é mínima em resposta às estatinas (6). Fatores que potencialmente 
contribuem para a redução do risco são a estabilização da placa aterosclerótica, a 
melhora da função endotelial e a redução da atividade trombogênica (6). 
O perfil de segurança das estatinas é bastante favorável. Representam a 
classe de hipolipemiantes que menos frequentemente se associa a efeitos adversos 
(7, 8). Os efeitos desfavoráveis clinicamente mais importantes são a miopatia e 
disfunção hepática (7, 9). Outros efeitos adversos descritos, mas muito incomuns, 
são a proteinúria e o comprometimento da função renal (10). Há também 
preocupações a respeito da potencial associação com comprometimento da função 
cognitiva (11, 12) e risco de desenvolvimento de câncer (13), embora não haja 




uso das estatinas pode associar-se a efeitos desfavoráveis sobre a homeostase da 
glicose. Não está claro, entretanto, se este representa um efeito de classe ou se é 
dependente do tipo específico de estatina (6). Em estudos experimentais, há 
indícios, inclusive, dos efeitos positivos de algumas estatinas sobre a homeostase 
da glicose, como é o caso da pravastatina (14). 
Os mecanismos implicados na associação, em humanos, entre o uso de 
estatinas e o risco de DM2 ainda não estão completamente definidos. Acredita-se 
que tanto a resistência insulínica quanto a disfunção secretória da célula beta 
estejam implicados (15-17). Estudos experimentais pré-clínicos sugerem uma 
variedade de mecanismos, incluindo (i) efeitos negativos sobre os canais de cálcio 
na membrana da célula beta, essenciais à secreção de insulina em resposta à 
glicose, (ii) redução da translocação do transportador de glicose 4 (GLUT4) para a 
membrana, essencial à captação de glicose em resposta à insulina, (iii) 
comprometimento da sinalização intracelular desencadeada pela ligação da insulina 
ao seu receptor, (iv) inibição da diferenciação de adipócitos e da produção de leptina 
e adiponectina (18) . Seu efeito sobre a microbiota intestinal, entretanto, foi pouco 
explorado. 
A microbiota intestinal representa uma população de trilhões de organismos, 
em sua maioria bactérias, que habitam o trato digestivo, em especial o intestino, 
numa situação de simbiose com o hospedeiro. Diversos estudos sugerem que o 
desequilíbrio da relação entre a microbiota e o hospedeiro, ou a disbiose, associam-
se a doenças sistêmicas, como o DM2, a obesidade (19-21). Qualquer composto 
administrado por via oral e que, assim, atravesse o trato digestivo, apresenta 
potencial de interferir com as comunidades microbianas que habitam o intestino e, 
desta forma, resultar em doenças para o hospedeiro. Considerando-se que a via de 
administração das estatinas é a oral e que estes compostos associam-se a aumento 
do risco de diabetes, outro mecanismo biologicamente plausível para explicar esta 
associação é a sua interferência com a microbiota intestinal. Desta forma, o objetivo 
do presente estudo foi explorar mecanismos envolvidos na associação entre o uso 
de estatinas e o DM2, por meio da investigação da associação entre a composição 
da microbiota intestinal e a homeostase da glicose em resposta ao tratamento com 






2.1 OBJETIVO GERAL 
Investigar o efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos 
sobre a ação de estatinas na homeostase da glicose em camundongos ob/ob com 
obesidade e diabetes.  
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Investigar o efeito do tratamento de camundongos ob/ob com estatinas sobre: 
- Homeostase da glicose (glicemia de jejum, insulinemia) . 
- Peso corporal ; 
- Consumo alimentar e ingestão hídrica ; 
- Perfil lipídico; 
- Características histológicas do fígado e concentração sérica de enzimas hepáticas; 
- Massa de tecido adiposo visceral e subcutâneo; 
- Composição da microbiota intestinal analisada nas fezes (conteúdo bacteriano 











O excesso de gordura corporal e suas consequências metabólicas são 
epidemias mundiais e representam um grande desafio para a saúde pública de 
diversos países (22).  
Nas últimas décadas, o número de pacientes obesos aumentou 
consideravelmente (23). As consequências adversas à saúde do excesso de gordura 
corporal são especialmente correlacionadas com o excesso de tecido adiposo 
visceral e com a deposição de gordura ectópica em tecidos chave para a 
homeostase metabólica. Consistentemente, medidas de adiposidade abdominal são 
diretamente e significativamente associadas com mortalidade (24). A obesidade 
central frequentemente está presente no contexto da síndrome metabólica (SM), que 
inclui a resistência à insulina, DM2, hipertensão arterial, síndrome da apnéia 
obstrutiva do sono, doença hepática gordurosa não alcóolica (DHGNA) e 
dislipidemia, todos fatores de risco para doença cardiovascular (25). 
Uma das principais comorbidades associadas com excesso de gordura 
corporal é a dislipidemia (22), comumente caracterizada por anormalidades lipídicas 
como elevação da concentração plasmática de triglicérides e LDL, e redução do 
HDL (26). As concentrações destas variáveis são classificadas como desejáveis, 
limítrofes, baixas ou altas (Quadro 1). As concentrações séricas de colesterol total 
(CT) foram avaliadas na população brasileira em regiões específicas. Estudo 
conduzido em nove capitais, envolvendo 8.045 indivíduos com mediana de idade de 
35 +/- 10 anos, no ano de 1998, mostrou que 38% dos homens e 42% das mulheres 
apresentavam CT acima 200 mg/dL. Neste estudo, os valores do CT foram mais 




















Fonte: IV Diretriz brasileira sobre dislipidemias e prevenção da aterosclerose. 
 
A dislipidemia é uma doença heterogênea, com múltiplas etiologias, 
apresenta causas primárias, que são raras porém requerem a atenção de 
especialista para seu manejo. Entre elas, incluem-se a deficiência do receptor de 
LDL e deficiência ou mutação na Apo A-1, uma proteína com papel importante no 
metabolismo dos lipídeos (28). Entretanto, em grande parte dos casos a dislipidemia 
é secundária a outros fatores, incluindo obesidade, sedentarismo, tabagismo e 
hábitos alimentares caracterizados por elevada ingestão de gorduras (29). 
Uma das características da síndrome metabólica é a lipemia pós-prandial, 
caracterizada por eventos metabólicos relacionados ao aumento na concentração 



























































importante da desregulação do metabolismo lipídico no fígado com superprodução 
de partículas de lipoproteína de muita baixa densidade (VLDL1) (30, 31).  
Modificação dos hábitos alimentares e programas de atividade física, 
juntamente com uma terapia medicamentosa, representam o tratamento adequado 
para controlar as dislipidemias e, assim, reduzir a ocorrência de doenças 
cardiovasculares. O tratamento medicamentoso das dislipidemias é efetivo e tem 
sido associado a redução do risco cardiovascular em longo prazo (29). Na maioria 
dos pacientes, a terapia inicial de escolha é uma estatina. 
As estatinas atuam por pelo menos dois mecanismos em pacientes com 
dislipidemia. Um deles é a inibição da enzima HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metil-
glutaril-coenzima A reductase), a enzima limitante na síntese de colesterol no fígado. 
Desta forma, as estatinas inibem diretamente a biossíntese do colesterol. O outro é 
a regulação positiva da expressão do receptor de LDL em hepatócitos e, assim, 
aumento da depuração do colesterol LDL (32). 
 
 
Figura 1- Mecanismos de ação das estatinas. As estatinas inibem a enzima HMG-Coa redutase e, 
com isso, reduzem  a síntese de novo de colesterol nos hepatócitos. Estimulam a expressão dos 
receptores de LDL nos hepatócitos e, finalmente, aumentam a remoção do LDL-C da circulação e 
reduzem os níveis de triglicérides, devido à diminuição da secreção hepática de VLDL. As estatinas 





As seis estatinas disponíveis para uso clínico são a lovastatina, pravastatina, 
simvastatina, fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina. Apresentam diferenças 
entre si, uma delas é a potência (Quadro 2). A potência de uma estatina representa 
a dose suficiente para diminuir o colesterol em 20% (27, 28). 




Sinvastatina 20 a 80 mg - 27% a 42% 
Lovastatina 10 a 80 mg - 21% a 41% 
Pravastatina 20 a 40 mg - 20% a 33% 
Fluvastatina 20 a 80 mg - 15% a 37% 
Atorvastatina 10 a 80 mg -37% a 55% 
Rosuvastatina 10 a 40 mg - 43% a 55% 
 
Fonte: IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose (27). 
 
3.2 DIABETES  
 
O diabetes constitui importante problema de saúde pública em diversos 
países. Em 2014, sua prevalência global foi estimada em 9% entre os adultos com 
idade acima de 18 anos. Em 2012, foi estimado que 1,5 milhão de mortes foi 
causado diretamente pelo diabetes, o que colocou a doença como a sétima principal 
causa de morte, segundo a Organização Mundial da Saúde. O diabetes tem hoje 
status de epidemia, agravado devido ao crescimento e ao envelhecimento 
populacional, à urbanização, à crescente prevalência de obesidade e sedentarismo, 
bem como maior sobrevida dos pacientes com a doença (33, 34). 
O DM é um grupo de doenças metabólicas caracterizadas por hiperglicemia 
resultante de defeitos na secreção da insulina, na ação da insulina ou ambos. A 
hiperglicemia crônica está associada a danos em longo prazo e disfunção de vários 
órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, coração e vasos sanguíneos, podendo 
levar a complicações como retinopatia, insuficiência renal, neuropatia periférica, 
hipertensão, anormalidades do metabolismo de lipoproteínas, entre outras. Vários 
processos patogênicos estão envolvidos no desenvolvimento do diabetes, desde 




absoluta de insulina, até a combinação de graus variados de disfunção secretória da 
célula beta e resistência à ação da insulina. Os sintomas da hiperglicemia acentuada 
incluem poliúria, polidipsia, perda de peso, às vezes com polifagia, visão desfocada, 
prejuízo do crescimento no caso de crianças e suscetibilidade a algumas infecções. 
A hiperglicemia crônica está, ainda, associada a complicações micro e 
macrovasculares que determinam o aumento da mortalidade associado à doença 
(35). 
O DM2 é classificado em tipo 1, tipo 2 e outros tipos específicos de diabetes. O 
diabetes do tipo 1 representa apenas 5 a 10% dos casos e acomete em especial 
crianças e adolescentes (35). Tradicionalmente, tem como principal característica a 
destruição auto-imune das células beta pancreáticas, secretoras de insulina (36), que 
leva a deficiência absoluta de insulina e dependência ao longo da vida da 
terapêutica com insulina (37). O DM2, forma mais comum da doença e objeto deste 
estudo, representa 90 a 95% dos casos da doença e apresenta como principais 
características a resistência à insulina e a disfunção secretória da célula beta 
pancreática, além de frequentemente ocorrer no contexto da síndrome metabólica 
(35) . 
 
3.2.1 Diabetes Mellitus do Tipo 2 
 
O aumento da frequência da obesidade em todo o mundo tem resultado numa 
prevalência cada vez maior do DM2 (38). A fisiopatologia do DM2 é complexa, 
multifatorial e se desenvolve ao longo de período prolongado de tempo, antes do 
diagnóstico da doença. A resistência à ação da insulina parece ser a alteração mais 
precoce. Acredita-se que a obesidade leve progressivamente ao aumento da 
resistência à insulina e das concentrações circulantes de insulina (39). Contribuem 
para a obesidade, por sua vez, características relacionadas ao estilo de vida e 
fatores ambientais, incluindo sedentarismo, excesso de consumo de energia, 
tabagismo, idade elevada, baixo status econômico, entre outros (40, 41). Além da 
resistência à insulina, é observada disfunção secretória progressiva da célula beta 




possível compensar a resistência à ação da insulina, é observada a hiperglicemia 
que caracteriza a doença (42). A natureza progressiva destas alterações, tanto da 
resistência à ação da insulina quanto da disfunção secretória da célula beta, se 
refletem bioquimicamente em estágios intermediários de disglicemia que recebem a 
denominação de glicemia de jejum alterada e tolerância diminuída à glicose (43, 44). 
Os dois componentes fisiopatológicos do DM2, resistência à insulina e defeito 
da função das células beta pancreáticas, são considerados essenciais na 
patogênese da doença, e os mecanismos envolvidos em seu desenvolvimento 
variam consideravelmente em diferentes populações (42). Essas anormalidades são, 
em grande parte, atribuídas à adiposidade visceral (45), que contribui para 
diminuição da sensibilidade insulínica e aumento da produção hepática de glicose 
(46). Os critérios diagnósticos atualmente recomendados pela Associação 
Americana de Diabetes (American Diabetes Association, ADA) foram propostos em 
1997 e atualizados em 2003. Posteriormente, foram aceitos pela Organização 
Mundial da Saúde (OMS) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) e estão 
apresentados no Quadro 3 (47).  
Quadro 3 - Valores de glicose plasmática (em mg/dL) para diagnóstico de diabetes mellitus 





* O jejum é definido como a falta de ingestão calórica de no mínimo 8 horas. 
** Glicemia plasmática casual é definida como aquela realizada a qualquer hora do dia, sem 
observar o intervalo da última refeição. 
*** Com sintomas clássicos de DM, incluindo poliúria, polidipsia e perda inexplicada de peso. 
Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes. 
CATEGORIA JEJUM * 2H APÓS 75 G DE 
GLICOSE 
CASUAL** 
Glicemia normal < 100 < 140  
Tolerância à glicose dimuída > 140 a < 200 ≥140 a < 200  




Pacientes com DM2 frequentemente apresentam como comorbidade a 
dislipidemia relacionada à adiposidade visceral e resistência à insulina e 
caracterizada por hipertrigliceridemia, HDL baixo e partículas pequenas e densas de 
LDL (48). A dislipidemia apresenta impacto não apenas sobre o desenvolvimento de 
aterosclerose mas também sobre a função das células beta pancreáticas, na medida 
em que, pela redução do HDL e efluxo do colesterol, este se acumula nas células 
beta, piora a secreção de insulina e induz apoptose das células beta. Desta forma, a 
homeostase do metabolismo lipídico é importante para a função e sobrevida das 
células beta (48). 
As alterações do perfil lipídico associadas ao DM2 são atribuídas ao aumento 
de ácidos graxos livres. A disponibilidade de vários medicamentos hipolipemiantes e 
suplementos oferece novas oportunidades para que os pacientes alcancem as 
metas lipídicas recomendadas no diabetes. A prevalência da hipercolesterolemia 
não é aumentada no DM2, mas a mortalidade por doença cardíaca aumenta 
exponencialmente em função das concentrações séricas de colesterol total e LDL e 
o uso de estatinas reduz o risco cardiovascular destes pacientes. Embora a terapia 
medicamentosa para dislipidemia deve ser individualizada, a maioria diabéticos tipo 
2 é candidata à terapia com estatinas e, ocasionalmente, são necessários múltiplos 
agentes hipolipemiantes para atingir as metas de controle do perfil lipídico (49). 
 
3.3 ESTATINAS E RISCO DE DIABETES MELLITUS DO TIPO 2 
 
Uma diversidade de fármacos induz hiperglicemia por uma variedade de 
mecanismos, incluindo alteração da secreção e sensibilidade insulínicas, efeitos 
citotóxicos diretos sobre células beta pancreáticas e aumento da produção hepática 
de glicose (50). A ocorrência de hiperglicemia induzida por fármacos é variável e 
pode ser observada em horas ou após várias semanas, meses ou até mesmo anos 
após o início do tratamento (51, 52). 
Indivíduos com fatores predisponentes para o desenvolvimento de diabetes 




intolerância à glicose, história familiar de diabetes, história pessoal de doença 
vascular ou diabetes mellitus gestacional, ou pelo menos um critério de síndrome 
metabólica são considerados de risco para desenvolvimento de hiperglicemia 
induzida por fármacos (50). Além disso, fármacos com potencial de induzir 
hiperglicemia apresentam grande potencial de piorar o controle glicêmico de 
pacientes com diagnóstico prévio de diabetes mellitus, por piorar a resistência à 
insulina pré-existente e/ou a disfunção pancreática (50). 
Alterações da homeostase da glicose ocorrem mais frequentemente como 
efeitos adversos de diuréticos, bloqueadores beta-adrenérgicos, contraceptivos 
orais, glicocorticóides e alguns agentes imunossupressores (50, 51). Mais 
recentemente, foi observado que a terapia com estatina está associada com um 
risco aumentado de desenvolver diabetes (53-56). Dados recentes de um estudo 
populacional abrangente, que incluiu cerca de 1,2 milhão de participantes, indicaram 
aumento em 18% do risco de novos casos de diabetes em associação com terapia 
com estatinas (57). Neste cenário, em fevereiro de 2012 a Food and Drug 
Administration lançou alterações no rótulo de segurança das estatinas para incluir 
que em associação com sua utilização foi observado aumento da hemoglobina 
glicada (HbA1c) e da glicemia em jejum (58). A associação entre estatinas e risco de 
hiperglicemia trouxe o debate a respeito do uso de estatinas em pacientes com 
fatores de risco cardiovascular como diabetes (59). 
A associação entre estatinas e hiperglicemia parece ser dose-dependente e 
diferir entre os tipos de estatina (50, 51, 60).  Estudo que comparou o controle 
glicêmico em pacientes diabéticos que receberam atorvastatina (10 mg/d), 
pravastatina (10 mg/d) ou pitavastatina (2 mg/d) mostrou que apenas o grupo tratado 
com atorvastatina apresentou elevações da concentração plasmática de glicose e 
HbA1c (61). Em outro estudo, observou-se que o tratamento com atorvastatina ou 
simvastatina mas não com pravastatina associou-se com risco aumentado de 
diabetes (62). O tratamento de pacientes diabéticos com pitavastatina, por sua vez, 
associou-se a redução da resistência à insulina e prejuízos mínimos ao metabolismo 
da glicose (63). 
Estudos pré-clínicos, envolvendo modelos animais, reforçam que a 




estatinas. Brandyn e cols observaram diminuição da captação de glicose no tecido 
adiposo branco de camundongos submetidos a tratamento com fluvastatina e 
aumento do risco de hiperglicemia (64). Em outro estudo, foi observado que o 
tratamento com atorvastatina, em comparação com o controle, resultou em 
intolerância à glicose e resistência à insulina (65).  
Muitos mecanismos têm sido propostos para explicar a associação entre o 
uso de estatinas e o aumento do risco de diabetes, e é possível que a contribuição 
individual de cada um destes mecanismos, entre diferentes pacientes, é variável, tal 
como a contribuição individual dos componentes fisiopatológicos (disfunção das 
células Beta pancreáticas e resistência à insulina) é variável entre diferentes 
pacientes (66). Um paradigma hipotético para deterioração do metabolismo da 
glicose induzida por estatina foi proposto por Sampson e cols. segundo estes 
autores, evidências experimentais sugerem o envolvimento da inibição dos 
transportadores de glicose na célula beta, produção retardada de ATP na célula 
beta, efeitos inflamatórios e pró-oxidantes do colesterol na célula beta, inibição da 
secreção de insulina dependente de canal de cálcio e apoptose de células Beta (67).  
Dados de estudos experimentais indicam que as estatinas (especialmente 
estatinas lipofílicas) inibem a sinalização do cálcio induzida pela glicose e a 
secreção de insulina por bloqueio dos canais de cálcio do tipo L nas células beta 
(15, 68). Além disso, as estatinas reduzem a síntese da coenzima Q 10 (CoQ10), um 
fator essencial para o sistema de transferência de elétrons mitocondrial. Com isso, 
inibem a secreção de insulina por redução da produção de ATP (69). A redução da 
concentração de CoQ10 no músculo esquelético também compromete a função 
mitocondrial neste tecido e, assim, contribui para a patogênese de resistência à 
insulina e da redução da tolerância ao exercício (70, 71). Estudos in vitro e 
envolvendo modelos animais, as estatinas inibem a síntese de isoprenóides e, 
assim, a translocação do GLUT4 para a membrana em adipócitos, o que resulta em 







Figura 2 – Efeito das estatinas na sinalização da insulina. A inibição da via do mevalonato por 
estatinas causa redução de outros produtos a jusante. Os principais componentes que podem estar 
envolvidos na instalação do diabetes são GGPP, FPP, dolicol e coenzima Q10. Reduções nos 
isoprenoides FPP e GGPP resultam na diminuição da captação de GLUT4 e diminuição da atividade 
de Ras. A redução do dolicol resulta em redução da expressão do receptor de insulina de membrana. 
CoQ10 é necessária para produzir ATP mitocondrial para estimular a secreção de insulina, via influxo 
de cálcio nas células β. ADP, difosfato de adenosina; ATP, trifosfato de adenosina; Ca2+, íons de 
cálcio; CoQ10, coenzima Q10; FPP, farnesil pirofosfato; GGPP, geranilgeranil pirofosfato; GLUT4, 
transportador de glicose 4; IR, insulina receptor; K+, íons de potássio (73).  
 
3.4 MICROBIOTA INTESTINAL 
 
Nas últimas décadas, a maioria das pesquisas sobre o impacto das bactérias 
no ambiente intestinal tem incidido sobre sua associação com doenças e os 
mecanismos envolvidos nesta associação (74). O cólon humano abriga um vasto 
conjunto de microrganismos envolvidos em processos vitais na fisiologia e nutrição 
do ser humano, e estes microrganismos definidos como a microbiota intestinal (75). 
No intestino adulto, um total de cerca de 1014 células bacterianas estão 
presentes, um número dez vezes superior ao de células humanas em um organismo 
(76). O genoma combinado destes microrganismos (conhecido como o microbioma) 
contém mais de 5 milhões de genes (77), o que se reflete em elevada capacidade 
metabólica. De fato, a capacidade metabólica da microbiota intestinal é igual à do 
fígado e a microbiota intestinal pode, por conseguinte, ser considerada como órgão 
adicional nos humanos (78). 




Algumas bactérias da microbiota do intestino humano são capazes de 
invadir a barreira da mucosa ou translocar-se para compartimentos internos do 
corpo e determinar infecções locais e sistêmicas. Outras bactérias estão associadas 
com a formação de toxinas e induzem doenças quando se tornam dominantes. A 
maioria destes agentes patogênicos potenciais foi isolada em cultura e reconhecida 
por técnicas tradicionais de diagnóstico microbiológico. No entanto, a grande maioria 
das bactérias do intestino humano não foi cultivada em meio de cultura padrão e o 
seu potencial papel na saúde ou doença é desconhecido. A capacidade de cultivo de 
certos filotipos parece estar relacionada com a sua abundância relativa (79). 
O conceito de relação simbiótica hospedeiro-microrganismo no intestino, em 
termos de benefícios comprovados ou mutualismo entre parceiros, se baseia 
principalmente em estudos realizados com camundongos isentos de germes (germ-
free) (80). Tais estudos demonstraram importantes diferenças na anatomia e 
fisiologia de animais isentos de germes em comparação com animais colonizados e, 
curiosamente, a reconstituição de animais isentos de germes com a microbiota de 
animais colonizados por implantes de fezes, reverte a maioria destas diferenças 
(75). Estes dados indicaram que a colonização microbiana tem impactos importantes 
e específicos sobre o crescimento e desenvolvimento, bem como sobre a 
manutenção da saúde durante a vida adulta. As principais funções da microbiota 
intestinal são de três naturezas, metabólica, protetora e trófica (81), e incluem 
defesa contra agentes patogênicos, imunidade, desenvolvimento das 
microvilosidades intestinais, degradação dos polissacarídeos não digeríveis, entre 
outras (82, 83). 
Como mencionado anteriormente, grande proporção das bactérias que 
vivem no intestino humano não pode ser isolada e caracterizada por meio de 
métodos tradicionais de cultura (81). Técnicas de biologia molecular, mais sensíveis 
e precisas na identificação, baseiam-se nas diferenças de sequência de 
nucleotídeos dos genes microbianos. A maioria destas técnicas consiste na extração 
de DNA a partir de amostra fecal ou da mucosa intestinal, seguida de amplificação e 
seqüenciamento do gene que codifica o RNA 16S ribossomal bacteriano, que 
contém regiões conservadas e variáveis que permitem sua identificação taxonômica 




sequências do gene que codifica o RNA ribossômico 16S estão disponíveis em 
bases de dados de DNA (84). A identificação taxonômica é realizada com base na 
análise de similaridade de sequência do gene que codifica o RNA ribossômico 16S 
com sequências de referência na referida base. Desta maneira, estudos sobre o 
gene do RNA ribossômico 16S fornecem informações sobre a composição 
microbiana e a diversidade das espécies em uma determinada amostra. O 
desenvolvimento mais recente da análise do microbiota intestinal é a chamada 
"metagenômica”', que representa o estudo de todo o material genético recuperado 
diretamente a partir de amostras ambientais, sem a necessidade de isolar e cultivar 
membros individuais da comunidade de bactérias (85, 86). O metagenoma é o 
conteúdo genético coletivo dos genomas dos constituintes de uma comunidade 
ecológica (87). 
A abordagem metagenômica tem a vantagem de não apenas fornecer a 
caracterização filogenética da comunidade microbiana, mas também de informar 
sobre funções biológicas da comunidade (88). Os estudos moleculares com base no 
sequenciamento do gene que codifica o RNA ribossômico 16S têm destacado que 
apenas sete a nove das cinquenta e cinco divisões conhecidas ou filos das bactérias 
são detectadas em amostras de fezes ou das mucosas do intestino do ser humano 
(85, 87, 89). Além disso, estes estudos também revelaram que mais de 90% de 
todas as sequências filotipos (com 97% de identidade que representam uma única 
espécie) pertencem a apenas duas divisões: Bacteroidetes (Gram-negativos) e a 
Firmicutes (Gram-positivos). Firmicutes são encontradas em maior proporção (60%), 
com mais de 200 gêneros, os mais importantes firmicutes são: Mycoplasma, Bacillus 
e Clostridium. Os Bacteroidetes representam cerca de 10% da microbiota intestinal, 
com o restante pertencente a mais de 10 famílias de minorias. No total, há mais de 
1000 espécies diferentes no intestino (90, 91). As outras divisões que têm sido 
consistentemente encontradas em amostras do intestino distal humano são 
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia. Assim, no nível de 
divisão, o ecossistema intestinal humano é menos diversificado do que outros 
ecossistemas da Terra, como os solos e as águas do oceano, que podem conter 




Há considerável variação na composição da microbiota intestinal entre 
indivíduos humanos e grande proporção dos filotipos identificados são exclusivos 
para cada pessoa (92). Cada indivíduo abriga seu próprio padrão de composição 
bacteriana, que varia de acordo com a dieta, estilo de vida e uso de medicamentos 
(Figura 3) (93, 94). Estudos recentes mostram que alguns medicamentos, como os 
antibióticos, apresentam impacto considerável sobre as comunidades bacterianas no 
trato digestivo. Estes fármacos podem alterar características taxonômicas, 
genômicas e funcionais da microbiota intestinal humana, com efeitos rápidos e, por 


















Figura 3 – Fatores que influenciam a composição da microbiota intestinal e os efeitos da disbiose 
sobre a saúde do hospedeiro. A composição da microbiota intestinal é influenciada por vários fatores 
ambientais, incluindo a utilização de antibióticos, estilo de vida, preferências alimentares e fatores 
relacionados à higiene. Fatores genéticos do hospedeiro também influenciam a composição da 
microbiota intestinal. Outro fator que pode influenciar sua composição é a hiperimunidade, devido à 
produção aumentada de mediadores como interleucina-6, interleucina-12 ou fator de necrose tumoral, 
ou estados de imunodeficiências. A disbiose intestinal, por sua vez, influencia a produção de 




3.4.1 Microbiota intestinal, obesidade e diabetes 
 
 A composição da microbiota intestinal tem sido associada com várias 
características da síndrome metabólica, incluindo obesidade, DM2, doenças 
cardiovasculares e doença hepática gordurosa não alcoólica. Evidências crescentes 
sugerem que microrganismos presentes no intestino contribuem para o 
aparecimento da inflamação de baixo grau que caracteriza estes distúrbios 
metabólicos (96). 
Vários estudos sugeriram que a microbiota intestinal exerce papel crucial no 
desenvolvimento da adiposidade visceral e alteração da homeostase energética. A 
mais antiga evidência apoiando esta hipótese é a de um estudo que revelou que 
ratos isentos de germes (criados na ausência de quaisquer microrganismos) são 
mais magros quando comparados com aqueles que abrigavam microbiota desde o 
nascimento. Foi observado, também, que a colonização do intestino de ratos isentos 
de germes com microbiota intestinal convencional induz a aumento da massa 
adiposa e resistência à insulina. Este estudo revelou que a microbiota do intestino é 
um fator ambiental que regula o armazenamento de gordura e que ratos isentos de 
germes são protegidos contra a obesidade (97, 98). 
Um dos mecanismos propostos para explicar o aumento da adiposidade em 
animais colonizados com a microbiota, em comparação com os isentos de germes, é 
que a microbiota intestinal tem a capacidade de aumentar o armazenamento de 
energia a partir da dieta (99). Além disso, sua capacidade de modular vias de 
sinalização relacionadas à homeostase energética do hospedeiro poderia influenciar 
o balanço energético (97-100). Já foi demonstrado também que a microbiota 
intestinal desempenha papel importante no aparecimento de resistência à insulina e 
DM2 possivelmente por determinar inflamação de baixo grau (98, 101). Embora não 
incluída na definição de síndrome metabólica, a inflamação de baixo grau é uma 
característica comum à obesidade e vários distúrbios metabólicos. 
Os mecanismos envolvidos na associação entre a microbiota intestinal e o 
desenvolvimento da inflamação de baixo grau, no entanto, não foram 




obesidade aumenta a secreção de endotoxinas e modula a permeabilidade 
intestinal, o que pode levar à inflamação crônica de baixo nível e, 
consequentemente, à resistência à insulina e aparecimento do DM2 (96, 102). 
Outros grupos de pesqsuisa também observaram que o acúmulo de moléculas 
derivadas de bactérias intestinais (por exemplo, LPS, peptidoglicanos e flagelina) no 
intestino acelera a inflamação relacionada ao DM2 (103, 104). Foi proposto, 
também, que a microbiota intestinal aumenta a absorção intestinal de 
monossacarídeos, fazendo com que o hospedeiro aumente a produção hepática de 
triglicerídeos e isto se associa com o desenvolvimento de resistência à insulina 
(105). 
Evidências crescentes apoiam a ideia de que o aumento da prevalência de 
obesidade e DM2 não pode ser atribuída apenas a fatores genéticos, hábitos 
nutricionais ou ao sedentarismo (106). São crescentes os dados que indicam o papel 
de alterações da composição da microbiota intestinal (isto é, mudanças na 
abundância ao nível dos filos, gênero ou espécie) na fisiopatologia da obesidade 
(99, 107). O primeiro estudo que mostrou esta associação foi realizado em modelo 
genético de obesidade em camundongos (animais com deleção homozigota do gene 
que codifica a leptina, ob/ob) e revelou aumento da proporção de Firmicutes e 
diminuição da de Bacteroidetes, que são os 2 filos dominantes da microbiota 
intestinal (99, 107). Estudos posteriores, em outros modelos murinos de obesidade, 
confirmaram esta alteração da proporção entre Firmicutes e Bacteroidetes na 
microbiota intestinal de animais obesos, quando comparados a animais não obesos 
(100, 108-110). 
Nos humanos, a mesma alteração da abundância dos principais filos de 
bactérias é observada no contexto da obesidade e DM2, sendo que o aumento de 
Firmicutes e diminuição de Bacteroidetes em pacientes obesos continua a ser uma 
questão de debate (97, 107, 111-117). É observado também aumento da 
abundância relativa de vários agentes patogênicos oportunistas e de algumas 
bactérias Gram-negativas produtoras de endotoxinas (112, 113, 118). Estudos em 
seres humanos também revelaram que a abundância relativa de Bifidobacterium 
parece ser menor em pacientes diabéticos com sobrepeso ou obesos do que em 




Bifidobacterium em camundongos tratados com prebióticos está significativa e 
positivamente correlacionado com a melhora da tolerância à glicose e da inflamação 
de baixo grau (101, 119).  
Modificações da composição da microbiota intestinal já foram implicadas  
também na redução do peso corporal e melhora de variáveis metabólicas. Em um 
estudo envolvendo modelo murino de cirurgia bariátrica, foi observado que a 
redução do peso e melhora do controle glicêmico em resposta à intervenção em 
questão associou-se a modificação do perfil da microbiota intestinal (120). 
Observou-se, além disso, que algumas cepas probióticas foram capazes de modular 
positivamente a homeostase da glicose e, consequentemente, melhorar o controle 
do DM2 (121).  
Os antibióticos apresentam uma dinâmica interessante no relacionamento 
microbioma-hospedeiro. Embora os antibióticos sejam bem conhecidos por 
causarem alterações na microbiota intestinal em curto e longo prazos (122-127), há 
uma falta de consenso sobre seus efeitos na tolerância à glicose , peso corporal e 
outros parâmetros metabólicos (128). Além disso, os efeitos de antibióticos em 
camundongos magros e normoglicêmicos em comparação com modelos de 
obesidade em camundongos não foram amplamente investigados. Um estudo de 
intervenção em humanos, tolerantes à glicose e saudáveis, tratados com coquetel 
de antibióticos de amplo espectro por 4 dias, mostrou mudanças na microbiota 
intestinal, mas nenhuma alteração na glicose plasmática pós-prandial e na insulina 
sérica (129). Entender as interações microbiota-antibiótico e seus efeitos sobre o 
peso e metabolismo da glicose em mamíferos saudáveis é fundamental para 
identificar mudanças iniciais na microbiota que podem levar a doenças como 
obesidade e diabetes (130). 
Nesse contexto, foi observado recentemente que o tratamento de 
camundongos com antibióticos por 4 semanas, antes da obesidade induzida por 
dieta, reduz a abundância absoluta da microbiota intestinal e depleta Firmicutes e 
Bacteroidetes no intestino de camundongos e que essa redução proeminente na 
abundância de Firmicutes e Bacteroidetes pelo tratamento antibiótico melhora a 
resistência à insulina induzida pela dieta, além disso, a abundância absoluta de DNA 




reduzida em relação ao grupo controle, sugerindo que a riqueza absoluta da 
microbiota intestinal é alterada por antibióticos (131).   
No entanto, o tratamento de camundongos isentos de germes com 
antibióticos, bem como a colonização de camundongos livres de germes com 
microbiota modificada com antibiótico, são necessários para apoiar totalmente os 
estudos acima. Além disso, é duvidoso que antibióticos diferentes usem os mesmos 
mecanismos de expressão gênica e alterações na microbiota para afetar a tolerância 
sistêmica à glicose (130).  
A bactéria intestinal anaeróbica Akkermansia muciniphila é um membro bem 
caracterizado da microbiota da mucosa intestinal em seres humanos. A. muciniphila 
tem sido associada negativamente com a obesidade e seus distúrbios metabólicos 
associados. Em um estudo recente em modelo animal foi observado que o 
tratamento com células de A. muciniphila reverte a obesidade induzida por dieta com 
alto teor de gordura e seus distúrbios metabólicos associados (132). Um outro 
estudo observou que camundongos obesos e com diabetes tipo 2 apresentaram 
uma abundância diminuída de Akkermansia e que o tratamento com A. muciniphila 
reverteu completamente a hiperglicemia de jejum induzida por dieta e a resistência à 
insulina, reduziu o peso corporal e a massa de gordura total demonstrando que essa 
bactéria controla o armazenamento de gordura, o metabolismo do tecido adiposo e a 
homeostase da glicose (133).  
Vale ressaltar também que NR Shin. e cols  observaram que o tratamento 
com metformina melhorou significativamente o perfil glicêmico de camundongos 
alimentados com dieta rica em gordura (HFD). Os camundongos alimentados com 
HFD tratados com metformina mostraram uma abundância maior da bactéria 
Akkermansia do que os  alimentados apenas com HFD e a administração oral de 
Akkermansia muciniphila a camundongos alimentados com HFD sem metformina 
aumentou significativamente a tolerância à glicose e atenuou a inflamação do tecido 
adiposo (134)   Esses dados, em conjunto, sugerem fortemente que a microbiota 
intestinal desempenha papel importante na regulação do balanço energético e do 
peso em animais e seres humanos, e que pode influenciar o desenvolvimento e a 
progressão da obesidade e outros distúrbios metabólicos, incluindo o DM2. Dessa 




para o tratamento da obesidade, diabetes e demais distúrbios metabólicos. No 
entanto, uma série de investigações devem ser realizadas a fim de alavancar a 
manipulação da microbiota intestinal para fins terapêuticos (135). 
 
3.4.2 Estatinas e microbiota intestinal 
 
A capacidade das estatinas modificarem a composição da microbiota 
intestinal foi muito pouco explorada. Em um estudo recente, foi observado que as 
estatinas alteram os metabólitos do microbioma entérico. Observou-se que o 
aumento da concentração de sinvastatina no plasma correlaciona-se positivamente 
com níveis mais elevados de vários ácidos biliares produzidos por bactérias 
entéricas, mostrando uma possível alteração da microbiota intestinal pelas estatinas 
(136). 
E, mais recentemente, foi demonstrado que a terapia com estatinas levou a 
mudanças na composição da microbiota intestinal, em camundongos tratados 
durante 12 semanas com pravastatina, atorvastatina ou sem tratamento (veículo), 
em combinação com uma dieta normal ou uma dieta rica em gordura (HFD). Essas 
mudanças afetaram a diversidade e o perfil metabólico da microbiota intestinal, a 
população dos filos Firmicutes e Bacteroidetes foi diminuída com o tratamento com 
as estatinas e também foi associada à produção reduzida de butirato, essa produção 
prejudicada de ácido butírico, indica disbiose funcional uma vez que o papel 
conhecido dos ácidos graxos de cadeia curta (SCFA), em regular a função da 
barreira intestinal, os lipídios, glicose e metabolismo do colesterol e as mudanças no 
perfil dos SCFA podem impactar a fisiologia do hospedeiro e contribuir para o 
desenvolvimento do fenótipo de DM2 (137).   
Foi observado, também, que a administração de rosuvastatina para 
camundongos afetou a microbiota gastrointestinal, influenciou o metabolismo do 
ácido biliar e alterou a transcrição de genes que codificam fatores envolvidos na 




Entretanto, embora plausível, a relação entre estas modificações, o risco de 
alterações da homeostase da glicose associado a algumas estatinas e a microbiota 
intestinal não foi explorado, para nosso conhecimento. 
Portanto o objetivo deste trabalho foi determinar se os efeitos das estatinas 
sobre a homeostase da glicose podem ser influenciados por modulação da 
microbiota intestinal em camundongos diabéticos ob/ob, como forma de investigar a 
associação entre a microbiota intestinal e as alterações glicêmicas induzidas pelas 
estatinas. Os resultados assim obtidos poderiam identificar novos mecanismos 
implicados na hiperglicemia induzida pelas estatinas e, assim, potencialmente 
fundamentar o desenvolvimento de estratégias preventivas desta alteração em 







4.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
 
O estudo foi realizado em camundongos machos ob/ob e os procedimentos 
foram realizados de acordo com as recomendações do Conselho Nacional de 
Controle de Experimentação Animal – CONCEA (Diretriz Brasileira para o Cuidado e 
a Utilização de Animais para fins Científicos e Didáticos). O projeto foi avaliado e 
aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade de Brasília, com 
Unb-Doc 135663/2015 (Anexo I). 
Ao final do estudo, a eutanásia foi realizada de acordo com a Diretriz do 
CONCEA (Diretrizes da Prática de Eutanásia do CONCEA) e do Conselho Federal 
de Medicina Veterinária (Guia Brasileira para Boas Prática para Eutanásia em 
Animais). Após eutanásia as carcaças dos animais foram descartadas seguindo as 
normas para este tipo de resíduo, Lei Nacional de Resíduos Sólidos Nº 12.305/2010. 
 
4.2 MODELO ANIMAL 
 
No presente estudo foram utilizados camundongos ob/ob machos (espécie 
Mus musculus, Ordem Rodentia, Família Muridae, cepa C57Bl/6J), isogênicos, 
obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e 
Biologia, da Universidade Federal de São Paulo – CEDEME. Os camundongos 
foram mantidos em gaiolas apropriadas, individualizados, em ambiente com 
temperatura controlada (25o C) e ciclo claro/escuro a cada 12 horas (escuro entre 
18:00 h e 6:00 h). 
O camundongo ob/ob representa um modelo monogênico de obesidade, 
resultante de mutação autossômica recessiva no gene que codifica a leptina (Lepob), 
localizado no cromossomo 6. Este camundongo (Lep-Ob-/-) apresenta deficiência da 
leptina e, fenotipicamente, obesidade, hiperlipidemia, resistência à insulina, 
hiperglicemia e inflamação do tecido adiposo, todas características típicas do DM2 
obeso, sendo ótimo modelo de estudo para obesidade e DM2. Desta forma, estes 




intervenções sobre variáveis metabólicas, como as pretendidas no projeto exposto 




Os camundongos foram alimentados com dieta controle (10% do total de kcal 
proveniente de lipídeos), obtida da empresa Pragsoluções (São Paulo, Brasil). A 
dieta foi fornecida na forma de pellet e o acesso a ela e a água (filtrada) foi ad 
libitum. O consumo de ração foi  avaliado a cada 3 dias da semana. 
 
Tabela 1 - Descrição dos componentes da dieta padrão. 
 Dieta controle 
AIN-93G 
 g (%) kcal (%) 
Proteína 19,2 20 
Carboidrato 67,3 70 
Lipídeo 4,3 10 
Total  100 







Caseína 200 800 
L-cistina 3 12 
Amido de milho 315 1260 
Maltodextrina 35 140 
Sacarose 350 1400 
Celulose 50 0 
Óleo de soja 25 225 
Lard 20 180 
Mistura mineral S10026 10 0 
Fosfato dicálcico 13 0 
Carbonato de Cálcio 5,5 0 
Citrato de potássio 16,5 0 
Mistura de vitamina V10001 10 40 
Bitartrato de colina 2 0 
Corante Amarelo 0,05 0 





4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
Entre a 13ª a 21ª semana de vida, os animais foram aleatoriamente divididos 
em grupos com ou sem adição de atorvastatina ou pravastatina à dieta padrão (para 
fornecer a dose de 80 mg/kg/dia). As estatinas foram enviadas à empresa Prag 
Soluções, que as misturou aos outros componentes da dieta padrão. A dieta com 
estatina foi usada com o objetivo de reduzir o colesterol e induzir a hiperglicemia e 
foram fornecidas na forma de pellet e o acesso a elas e a água (filtrada) foi ad 
libitum. 
 
Neste estudo, foram utilizados 30 camundongos, aleatoriamente divididos em 
3 grupos contendo 10 animais cada. O primeiro grupo (G1) recebeu dieta controle, o 
segundo grupo (G2) dieta controle acrescida de atorvastatina (80 mg/kg/d) a partir 
da 13a semana de vida, e o terceiro (G3), dieta controle acrescida de pravastatina 
(80 mg/kg/d) a partir da 13a semana de vida. A partir da 17a semana de vida, cada 
um dos grupos foi subdividido em dois grupos, um para manter o tratamento anterior 
e outro para receber, além do tratamento anterior, os antibióticos ciprofloxacina e 
vancomicina (0,2 g/L e 0,5 g/L). Desta forma, o estudo foi composto por 6 grupos 
experimentais, cada um com 5 animais, descritos da seguinte forma:  
 
(1) Animais que receberam dieta padrão controle. 
(2) Animais que receberam dieta padrão e antibióticos. 
(3) Animais que receberam dieta padrão e atorvastatina. 
(4) Animais que receberam dieta padrão, atorvastatina e antibiótico. 
(5) Animais que receberam dieta padrão e pravastatina. 
(6) Animais que receberam dieta padrão, pravastatina e antibiótico. 
 
As estatinas, atorvastatina e pravastatina, foram administradas durante 8 
semanas (da 13a à 21a semanas de vida) na dieta, ambas nas doses de 80 




de beber nas concentrações de 0,2 g/L e 0,5 g/L, respectivamente, durante 4 
semanas (da 17a à 21a semanas de vida). As estatinas foram obtidas da empresa 
Sigma e sua dose e período de administração estão em conformidade com estudos 
prévios envolvendo camundongos C57Bl/6J (139, 140). Os antibióticos foram 
adquiridos da empresa Sigma Aldrich®, e a dose e período de sua administração 
estão em conformidade com estudos prévios envolvendo camundongos C57Bl/6J  
(141). A administração dos antibióticos tem como objetivo erradicar a microbiota 
intestinal e, assim, avaliar se o efeito das estatinas sobre a homeostase da glicose é 
influenciado pela microbiota. 
 O peso, ingestão de dieta e ingestão hídrica foram avaliados semanalmente, 
até a 21a semana de vida. Entre a 12a e a 21a semanas de vida, estas variáveis 
foram avaliadas três vezes por semana. 
Amostras de fezes foram coletadas manualmente direto do ânus de cada 
animal, semanalmente, e armazenadas a -80oC, para posterior determinação da 
composição da microbiota intestinal. Para tanto o DNA fecal foi extraído por meio de 
Kits apropriados, submetido à amplificação, por reação em cadeia da polimerase 
(PCR), de fragmento do gene que codifica a subunidade 16S do RNA ribossômico. 
O produto de amplificação foi submetido a avaliação para determinação da 
composição da microbiota fecal. 
A glicose capilar foi avaliada a partir da 12a semana de vida, e a cada duas 
semanas, foram coletadas amostras de sangue (5 uL), para determinação da 
glicemia . 
Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados por decaptação, 
seguindo as Diretrizes sugeridas pelo Guia Brasileiro de Boas Práticas para a 
Eutanásia em Animais (CFMV - 2013) e pelo Conselho Nacional de Controle de 
Experimentação Animal - CONCEA (Diretrizes da Prática de Eutanásia do CONCEA 
- 2013). Foram coletados o tecido adiposo marrom interescapular, tecido adiposo 
branco subcutâneo (inguinal), tecido adiposo branco visceral (epididimal, 
retroperitoneal) fígado, coração, e foram armazenados a -80ºC para avaliações 
posteriores. 












Figura 4 - Delineamento experimental. Camundongos ob/ob machos foram tratados com atorvastatina 
ou pravastatina, acrescidas à dieta, da 13ª a 21ª semanas de vida, e submetidos a coleta de sangue 
(a cada 2 semanas) e fezes (semanalmente). Da 17ª semana ao final da 21ª semana de vida, 3 
grupos de animais receberam, adicionalmente, tratamento com antibióticos na água de beber, para 
promover a depleção da microbiota intestinal. Ao final da 21ª semana de vida, os animais foram 
eutanasiados e foram coletados fezes, sangue e tecidos para posterior avaliações. 
 
4.5 DETERMINAÇÕES BIOQUÍMICAS 
 
Para avaliação da glicemia foi retirada amostra de sangue da veia caudal e 
utilizada a fita Accu chek performa. 
A concentração sérica de aspartato aminotransferase (AST), alanina 
aminotransferase (ALT), colesterol total (CT), triglicerídeos, LDL colesterol foi 
analisada por método enzimático utilizando kits de ensaio (OSR6009, OSR6107, 
OSR6116, OSR60118, respectivamente), de acordo com as instruções do 
fabricante, no sistema Beckman Coulter AU680 analisador químico automático 
(Beckman Coulter, Inc., Brea, USA). 





4.6 ANÁLISE DA MICROBIOTA INTESTINAL  
 
4.6.1 Extração de DNA de amostras de fezes e análise de sequenciamento de 
RNA 16S 
 
As amostras de fezes (60 mg) foram pesadas em um tubo de 
microcentrífuga estéril para isolamento do DNA. A extração de DNA foi realizada de 
acordo com as instruções do fabricante (QIAGEN, Hilden, Alemanha) com as 
seguintes modificações: 60 mg de amostra fecal foram misturados com 1,4 mL de 
tampão de ASL em um tubo de 2 mL e submetidos a vortex até a amostra ser 
completamente homogeneizada. Finalmente, o DNA foi extraído de acordo com as 
instruções do kit de DNA QIAamp MiniKit e eluído em 100 μL de tampão de eluição 
fornecido no kit. A concentração de DNA e a qualidade de todas as amostras foram 
verificadas por um espectofotômetro NanoDrop 2000 / 2000c (Thermo Fisher 
Scientific, Wilmington, Delaware, EUA). A integridade do DNA foi verificada pela 
verificação da intensidade de coloração das bandas após a eletroforese em gel de 
agarose. 
A presença de bactérias específicas nas amostras fecais foi avaliada por 
qPCR. Resumidamente, os números de cópias de 16SrRNA (bactérias totais), 
Firmicutes, Bacteroidetes, Lactobacillus spp e Akkermansia muciniphila, por ng de 
DNA fecal, foram calculados com base nos valores de Ct obtidos usando curvas 
padrão projetadas para cada táxon. O número de cópias de cada táxon foi então 
normalizado pelo total de bactérias . Os primers in silico foram projetados e testados 





Tabela 2 - Sequências de primers utilizadas para análise bacteriana por PCR em tempo real. 
Alvo Primer forward Primer reverse 
16SrRNA TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA TGCGGGACTTAACCCAACA 
Bacteroidetes GGTAAGGTTCCTCGCGTA CCGGAWTYATTGGGTTTAAAGGG 








4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram analisados no programa estatístico Graph Pad Prism 5.0. 
Todos os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média (SEM). A 
análise de variância de um fator (one way ANOVA), foi usado para comparar as 
médias entre dois ou múltiplos grupos, respectivamente. O nível de significância 





5 RESULTADOS  
 
5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA E PRAVASTATINA 
SOBRE O PESO CORPORAL, INGESTÃO DE DIETA E INGESTÃO HÍDRICA 
 
Como pode ser observado nas figuras 5A e 5C, na 12a semana de idade, 
antes do tratamento com estatinas, os animais alocados para diferentes grupos não 
apresentaram diferenças de peso. Após 8 semanas de tratamento com ATOR (80 
mg/kg/dia), os camundongos apresentaram peso corporal reduzido quando 
comparados com o grupo que recebeu veículo. O tratamento com antibiótico, 
isoladamente, não alterou o peso, mas o co-tratamento com ATOR e antibióticos 
aumentou significativamente a redução de peso (Figura 5A). Ao contrário da ATOR, 
o tratamento com PRAVA (80 mg/kg/dia), durante 8 semanas, isoladamente ou em 
combinação com antibióticos nas últimas 4 semanas, não alterou significativamente 

























































































Figura 5 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina no peso corporal de camundongos ob/ob 
machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) Peso corporal;  * p < 0.05 grupo 
atorvastatina+atb vs. grupo veículo.  One-way ANOVA seguido pelo teste de comparação múltipla de 








Não foi observada diferença entre os grupos com relação ao consumo médio 
diário de dieta (Figuras 6 A e 6 B) entre os diferentes grupos analisados da 12a à 21a 





Figura 6 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina no consumo de dieta de camundongos ob/ob 
machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) Consumo de dieta. One-way ANOVA 
seguido pelo teste de comparação múltipla de Newman-keuls; n = 5 camundongos por grupo. ATB: 
antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: pravastatina. 
 
  



























































Conforme (Figuras 7A e 7B) não foi observada diferença entre os grupos com 
relação à ingestão hídrica média diária entre os diferentes grupos analisados da 12a 




Figura 7 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina na ingestão hídrica média de camundongos 
ob/ob, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) Ingestão hídrica. One-way ANOVA 
seguido pelo teste de comparação múltipla de Newman-keuls; n = 5 camundongos por grupo. ATB: 
antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: pravastatina. 
 
  






































5.2 EFEITO DA ATORVASTATINA E PRAVASTATINA, SOBRE A ADIPOSIDADE, 
MASSA DO CORAÇÃO E DO FÍGADO 
 
Após 8 semanas de tratamento com ATOR (80 mg/kg/dia), os camundongos 
além de apresentarem peso corporal reduzido, também foi reduzida a massa 
adiposa visceral (TABv) no grupo com co-tramento com antibióticos, mas não alterou 
a massa adiposa subcutânea (TABs) quando comparados com o controle (Figuras 
8A e 8C). Ao contrário da ATOR, o tratamento dos animais com PRAVA (80 mg / kg / 
dia) durante 8 semanas, isoladamente ou em combinação com antibióticos nas 
últimas 4 semanas, não alterou significativamente o peso corporal e não houve 





Figura 8 -  Efeito da atorvastatina e da pravastatina sobre a adiposidade visceral e subcutânea na 21ª 
semana de vida de camundongos ob/ob machos, na ausência ou presença de modulação da 
microbiota intestinal por antibióticos. Os camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta 
suplementada com atorvastatina (80 mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª 
semanas de vida, na ausência ou presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 
g/L), na água de beber, da 17ª à 21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) Tecido 
adiposo branco visceral. (C,D) Tecido adiposo branco subcutâneo. * p < 0.05 grupo atorvastatina+atb 
vs. grupo veículo ; + p < 0.05 grupo atorvastatina vs. grupo atorvastatina + antibiótico .One-way 
ANOVA seguido pelo teste de comparação múltipla de Newman-keuls; n = 5 camundongos por grupo. 
ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: pravastatina. 









































































































A massa do tecido adiposo marrom interescapular não apresentou alteração 
significativa em todos os grupos, sugerindo apenas um ligeiro aumento da massa 
adiposa marrom interescapular nos grupos tratados isoladamente com atorvastatina 




Figura 9 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina sobre a massa de tecido adiposo marrom 
interescapular de camundongos ob/ob machos, na ausência ou presença de modulação da 
microbiota intestinal por antibióticos. Os camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta 
suplementada com atorvastatina (80 mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª 
semanas de vida, na ausência ou presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 
g/L), na água de beber, da 17ª à 21ª semana de vida. Dados apresentados como média ± EPM. (A, 
B) Tecido adiposo marrom interescapular. One-way ANOVA seguido pelo teste de comparação 
múltipla de Newman-keuls; n = 5 camundongos por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; 
PRAVA: pravastatina; TAM: Tecido adiposo Marrom. 
 
 
A massa do fígado (Figura 10A e 10B) e coração (Figura 10C e 10D) não 
apresentaram aumento nos grupos que receberam ambas as estatinas na presença 
e ausência de antibióticos na 21ª semana de vida.  
  






































Figura 10 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina sobre a massa do fígado e coração  de 
camundongos ob/ob machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por 
antibióticos. Os camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com 
atorvastatina (80 mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na 
ausência ou presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de 
beber, da 17ª à 21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) Fígado; (C,D) Coração. 
One-way ANOVA seguido pelo teste de comparação múltipla de Newman-keuls; n = 5 camundongos 
por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: pravastatina. 
 
5.3 EFEITO DA ATORVASTATINA E DA PRAVASTATINA SOBRE A HOMEOSTASE DA 
GLICOSE E INSULINEMIA 
 
Para investigar melhor o efeito do tratamento com estatina na homeostase da 
glicose em camundongos ob/ob e se ele foi afetado pela modulação da microbiota 
intestinal com antibióticos, medimos a concentração sérica de glicose em jejum. A 
partir da 12ª semana de vida e na 14ª, 16ª, 18ª, 20ª e 21ª semanas de vida foi 
aferida a glicemia de jejum de todos os grupos de animais. Após 5 semanas de 
tratamento, a ATOR aumentou persistentemente a glicemia em jejum até a 21ª 
semana, quando comparada com o veículo. Ao contrário, o co-tratamento com 
ATOR e os antibióticos promoveu reversão da hiperglicemia induzida pela ATOR 
(Figura 11A). O tratamento com PRAVA durante 8 semanas reduziu ligeiramente as 










































































concentrações séricas de glicose no plasma em jejum após tratamento durante 8 
semanas com PRAVA, e este efeito foi aumentado pelo co-tratamento com 
antibióticos (Figura 11B). O resultado sugere uma diminuição da concentração 
sérica de glicose plasmática em jejum em camundongos tratados com antibióticos. 
Além disso, os níveis de insulina em jejum, medidos no final do tratamento, não 














































































Figura 11 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina sobre as concentrações séricas de glicose e 
insulina em jejum de camundongos ob/ob machos, na ausência ou presença de modulação da 
microbiota intestinal por antibióticos. Os camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta 
suplementada com atorvastatina (80 mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª 
semanas de vida, na ausência ou presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 
g/L), na água de beber, da 17ª à 21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) 
Concentração sérica de glicose em jejum; (C, D) concentrações séricas de insulina; * p < 0,05 grupo 
atorvastatina + atb vs. grupo veículo; + p < 0,05 grupo atorvastatina vs. grupo atorvastatina + atb; * p 
<0,05 grupo pravastatina + atb vs grupo veículo. One-way ANOVA seguido pelo teste de comparação 
múltipla de Newman-keuls; n = 5 camundongos por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; 
PRAVA: pravastatina. 
  








































5.4 EFEITO DA ATORVASTATINA E DA PRAVASTATINA SOBRE O PERFIL 
LIPÍDICO 
 
Como esperado, a ATOR e a PRAVA reduziram significativamente as 
concentrações séricas de colesterol LDL e o co-tratamento com antibiótico 
aumentou o efeito da ATOR (Figuras 12C e 12D). Além disso, o tratamento com 
antibióticos reduziu fortemente as concentrações séricas de LDL (Figuras 12C e 
12D). No entanto, as concentrações séricas de colesterol (Figuras 12A e 12B) e 
triglicerídeos (Figuras 12E e 12F) em jejum não foram afetados pelo tratamento com 































Figura 12 -  Efeitos da atorvastatina e da pravastatina sobre os lipídeos séricos de camundongos 
ob/ob machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B)  Colesterol total; (C,D) LDL-colesterol; 
(C,D) triglicerídeos; * p <0,05 vs grupo veículo; + p < 0.05 vs grupo atorvastatina. One-way ANOVA 
seguido pelo teste de comparação múltipla de Newman-keuls; n = 5 camundongos por grupo. ATB: 
antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: pravastatina; LDL: lipoproteína de baixa densidade.  































































































































5.5 EFEITO DA ATORVASTATINA E PRAVASTATINA SOBRE AS ENZIMAS 
HEPÁTICAS E SOBRE A ESTEATOSE HEPÁTICA  
 
O tratamento com ambas as estatinas reduziu significativamente as 
concentrações séricas de ALT (Figuras 13A e 13B) e AST (Figuras 13C e 13D). Os 
antibióticos isoladamente também reduziram significativamente as concentrações 











Figura 13 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina sobre as enzimas hepáticas de camundongos 
ob/ob machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) ALT, (C,D) AST. * p <0,05 vs grupo 
veículo. One-way ANOVA seguido pelo teste de comparação múltipla de Newman-keuls; n = 5 
camundongos por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: pravastatina; ALT: alanina 
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase. 
 
 








































































































O fígado de camundongos ob/ob não tratados apresentou acúmulo significativo 
de lipídios, que foi aumentado pelo tratamento com antibióticos. Pelo contrário, a 
ATOR e a PRAVA reduziram a esteatose hepática e este efeito foi atenuado pelo co-
tratamento com antibióticos (Figura 14). 
 
Figura 14 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina sobre características morfológicas do fígado 
após 8 semanas de tratamento de camundongos ob/ob machos, na ausência ou presença de 
modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os camundongos foram alimentados com dieta 
controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 
13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e 
vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 21ª semana. Dados apresentados como média ± 
EPM. (A) Histologia do fígado. Amostras de fígado coradas com hematoxilina e eosina (HE), de um 
camundongo representativo de cada grupo. Imagens mostradas com aumento de 10 vezes e escala 
de 50 m. n = 5 camundongos por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: 
pravastatina. 
Controle ATB 
Atorvastatina Atorvastatina + ATB 






5.6 EFEITO DA ATORVASTATINA E DA PRAVASTATINA SOBRE A MICROBIOTA 
INTESTINAL  
 
Para avaliar a relação entre a microbiota intestinal e o efeito hiperglicemiante 
das estatinas, analisamos a bactéria 16S rRNA. Como previsto, o número total de 
cópias do gene 16S rRNA das bactérias foi reduzido significativamente pelo 
tratamento com antibióticos. No entanto, o tratamento com estatina ATOR ou 
PRAVA reduziu ligeiramente, mas não de forma significativa as bactérias totais . É 
interessante notar que a redução no número total de cópias do gene 16S rRNA de 









Figura 15 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina sobre a quantidade de bactérias totais de 
camundongos ob/ob machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por 
antibióticos. Os camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com 
atorvastatina (80 mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na 
ausência ou presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de 
beber, da 17ª à 21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. (A, B) número total de cópias 
do gene 16S rRNA de bactérias nas fezes. * p <0,05 vs grupo veículo. One-way ANOVA seguido por 
teste de comparação múltipla kruskal-wallis. n = 5 camundongos por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: 
atorvastatina; PRAVA: pravastatina. 
 

































































O tratamento com ATOR e PRAVA não afetou a quantidade fecal de 
Firmicutes, mas o co-tratamento com  ATOR e antibióticos erradicou a quantidade 
de Firmicutes (Figura 16A, 16B). O tratamento com antibióticos eliminou a 
quantidade de Firmicutes e Bacteroidetes quando comparado com o veículo (Figura 
16 A,B,C,D). O tratamento com ATOR, isoladamente, reduziu a quantidade de 
Bacteroidetes, que foram adicionalmente reduzidos significativamente pelo co-
tratamento com antibióticos (Figuras 16C). Diferentemente, o tratamento com 
PRAVA não alterou a quantidade de Bacteroidetes e o co-tratamento de PRAVA 
com antibióticos promoveu a redução deste filo (Figura 16D). Foi observada, ainda, 
menor razão Firmicutes/ Bacteroidetes nos grupos tratados com antibióticos ou co-


























Figura 16 -  Efeitos da atorvastatina e da pravastatina na microbiota intestinal, de camundongos ob/ob 
machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. Número de cópias de (A,B) Firmicutes; (C,D) 
Bacteroidetes; (E,F) razão Firmicutes / Bacteoridetes; * p <0,05 vs grupo veículo; + p <0,05 vs grupo 
atorvastatina; + p <0,05 vs grupo pravastatina. One-way ANOVA seguido por teste de comparação 
múltipla kruskal-wallis n = 5 camundongos por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: 
pravastatina. 

































































































































































































Não houve alterações na quantidade relativa de Lactobacillus spp em 
camundongos tratados com estatina isoladamente ou em combinação com 









Figura 17 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina na microbiota intestinal, de camundongos ob/ob 
machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. Número de cópias de (A,B) Lactobacillus spp 
nas fezes. One-way ANOVA seguido por teste de comparação múltipla kruskal-wallis. n = 5 
camundongos por grupo. ATB: antibióticos; ATOR: atorvastatina; PRAVA: pravastatina. 
 
Além disso, o tratamento com ATOR ou PRAVA não alterou a quantidade 
relativa de Akkermansia muciniphila, mas o co-tratamento com ATOR e antibióticos 
aumentou significativamente quando comparado ao veículo ou ao tratamento 
































































Figura 18 - Efeitos da atorvastatina e da pravastatina na microbiota intestinal, de camundongos ob/ob 
machos, na ausência ou presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos. Os 
camundongos foram alimentados com dieta controle ou dieta suplementada com atorvastatina (80 
mg/kg/dia) ou pravastatina (80 mg/kg/dia) da 13ª até a 21ª semanas de vida, na ausência ou 
presença de antibióticos (ciprofloxacina 0,2 g/L e vancomicina 0,2 g/L), na água de beber, da 17ª à 
21ª semana. Dados apresentados como média ± EPM. Número de cópias de (A,B) Akkermansia 
muciniphila nas fezes; * p <0,05 vs grupo veículo; + p <0,05 vs grupo atorvastatina. One-way ANOVA 
seguido por teste de comparação múltipla kruskal-wallis. n = 5 camundongos por grupo. ATB: 
























































As estatinas são uma classe de fármacos amplamente utilizados em todo o 
mundo para reduzir a concentração sérica de colesterol e reduzir o risco de doença 
cardiovascular. Embora sejam altamente efetivas em prevenção cardiovascular, 
sobretudo secundária, seu consumo é associado a potenciais efeitos adversos em 
alguns indivíduos. Os eventos mais comuns associados à intolerância à estatina são 
a miopatia e, mais recentemente, foi observado aumento do risco de desenvolver 
DM2. No entanto, os mecanismos implicados no aumento do risco de DM2 não são 
totalmente conhecidos (137, 142) . Nesse sentido, vários estudos, clínicos e 
experimentais, vêm tentando demonstrar possíveis mecanismos envolvidos no 
desenvolvimento da hiperglicemia induzida por algumas estatinas (15, 65, 143-146)  
No presente estudo, mostramos que o tratamento em longo prazo com dose 
elevada de ATOR, mas não de PRAVA, induziu hiperglicemia em camundongos 
ob/ob, e que a hiperglicemia induzida por ATOR foi melhorada pela modulação da 
microbiota intestinal com uma combinação de ciprofloxacina e vancomicina. No 
entanto, não foi possível descartar que a reversão da hiperglicemia induzida pela 
ATOR foi independente de alterações do peso corporal, uma vez que camundongos 
tratados com ATOR e antibióticos apresentaram redução de peso quando 
comparados àqueles tratados apenas com ATOR. 
 No presente estudo, a glicemia em jejum de camundongos ob/ob tratados 
com ATOR aumentou progressivamente e esta alteração não foi acompanhada por 
alterações das concentrações séricas de insulina em jejum, avaliadas após 8 
semanas de tratamento. Por outro lado, nenhuma mudança na glicemia em jejum foi 
observada em camundongos tratados com PRAVA. Vários estudos anteriores 
mostraram a associação entre a administração de estatinas e o diabetes. Há, 
contudo, resultados variados de acordo com a estatina administrada e a dose do 
fármaco (61, 62, 147). A atorvastatina é associada, consistentemente ao risco de 
hiperglicemia em humanos (148, 149), porém em modelos animais os resultados são 
variados. Em alguns estudos em modelos animais de DM2, foi observada melhora 




atorvastatina (146, 150, 151) , ao passo que em outros estudos foi observada 
hiperglicemia, e resistência à insulina (65, 145) . Estas aparentes divergências nos 
estudos que envolveram o tratamento com atorvastatina podem estar relacionadas, 
pelo menos em parte, a diferentes protocolos de tratamento ou a diferenças na 
susceptibilidade dos vários modelos murinos de DM2 aos efeitos desta estatina na 
homeostase da glicose. Por outro lado, a pravastatina é associada à melhora da 
tolerância à glicose e sensibilidade à insulina em estudos in vivo (14, 152, 153). 
Kana e colaboradores observaram que a pravastatina preveniu o desenvolvimento 
de obesidade e diabetes em camundongos com obesidade induzida por dieta (DIO) 
tratados com 100 mg/kg/dia durante 28 dias (14) . 
As estatinas podem alterar a homeostase da glicose por diferentes 
mecanismos. Foi observado que as estatinas lipofílicas, como a atorvastatina, 
comprometem a ação da insulina em linhagem de células musculares esqueléticas 
C2C12 (154) e em adipócitos 3T3-L1 (65, 155), além de inibir o SLC2A4, que 
promove o transporte facilitado de glicose (65). Em contraste, estas alterações não 
foram observadas com a pravastatina (152, 154, 155), presumivelmente devido às 
suas propriedades hidrofílicas, que reduzem sua capacidade de entrar nas células e 
afetar as proteínas intracelulares (155). Em consistência com esta possibilidade, as 
estatinas lipofílicas, mas não as hidrofílicas, comprometeram, além da ação da 
insulina, sua secreção pelas células beta pancreáticas (148).   
Os achados descritos acima, originados de estudos em modelos animais e 
em cultura de células, são consistentes com os achados de estudos clínicos, que 
sugerem que as estatinas lipofílicas, mas não as hidrofílicas, comprometem a 
homeostase da glicose. A pravastatina na dose de 40 mg por dia está associada a 
menor risco de hiperglicemia, ao passo que a rosuvastatina na dose de 20 mg por 
dia e a atorvastatina nas doses de 40 mg e 80 mg por dia estão associadas a maior 
risco (60, 156).  
Além disso, a associação entre estatinas e hiperglicemia parece ser dose-
dependente (50, 60). De fato, a indução de hiperglicemia pelo tratamento com 
atorvastatina, em modelos animais, é observada em estudos envolvendo a 
administração de doses elevadas, mas não de doses baixas desta estatina (65, 146, 




estabelecidos, que podem influenciar favoravelmente a sensibilidade à insulina (158, 
159) . Até o momento, não é possível descartar que o efeito das estatinas lipofílicas 
na sinalização da insulina seja o resultado final de seus efeitos desfavoráveis sobre 
as proteínas da via de sinalização da insulina e suas propriedades anti-inflamatórias 
favoráveis, e que a predominância do efeito favorável ou desfavorável seja 
dependente de sua dose. Assim, é possível que doses mais elevadas, como a usada 
no presente estudo, resultem em balanço desfavorável entre os efeitos positivos e 
negativos sobre a sinalização da insulina e, assim, como resultado final de prejuízo à 
ação da insulina. Em consistência com esta possibilidade, a maioria dos estudos em 
animais que descreveu efeitos favoráveis da atorvastatina na tolerância à glicose e 
sensibilidade à insulina utilizaram doses menores dessa estatina (146, 151, 157). 
O tratamento com atorvastatina e pravastatina reduziu significativamente a 
deposição de lipídios nos fígados dos camundongos ob/ob, consistentemente com 
dados de estudos anteriores envolvendo camundongos (160, 161) e humanos (162-
164). A observação simultânea de uma tendência de redução das concentrações 
plasmáticas de triglicerídeos sugere que este efeito tenha sido devido ao aumento 
da oxidação lipídica, o que também está de acordo com dados de estudos anteriores 
(165) . É importante observar que, apesar da melhora da esteatose hepática e 
presumivelmente da lipotoxicidade hepática e da resistência à insulina, o tratamento 
com atorvastatina promoveu hiperglicemia. Isso reforça que o efeito dessa estatina 
lipofílica na homeostase da glicose é complexo e, em última instância, resulta do 
equilíbrio entre suas ações metabólicas favoráveis e desfavoráveis. Curiosamente, o 
tratamento com antibióticos piorou o acúmulo de lipídeos hepáticos, além de reverter 
parcialmente os benefícios das estatinas sobre o acúmulo de lipídios hepáticos, 
porém diminuiu as concentrações plasmáticas de colesterol LDL e triglicerídeos, de 
forma semelhante às estatinas. Esses achados não seriam esperados no cenário de 
reversão da hiperglicemia induzida pela atorvastatina em camundongos tratados 
com antibióticos, e pode-se especular que os efeitos positivos do co-tratamento com 
antibióticos e atorvastatina na homeostase da glicose possam refletir as ações 
favoráveis da modulação da microbiota intestinal não no fígado, mas em outros 
tecidos, como o pâncreas endócrino, músculo esquelético e tecido adiposo. Além 




antibióticos, uma vez que os animais tratados com a combinação de ciprofloxacina e 
vancomicina apresentaram redução da concentração sérica de enzimas hepáticas. 
A composição microbiana intestinal é cada vez mais reconhecida como um 
regulador chave da homeostase da glicose. Assim, investigamos características 
específicas da microbiota do intestino de camundongos ob/ob tratados com estatinas 
e se a administração de antibióticos para promover a modulação da microbiota 
intestinal poderia afetar a hiperglicemia induzida pela atorvastatina. O tratamento 
com antibióticos reduziu a glicemia de jejum, como esperado, em face a dados de 
estudos anteriores (131, 166) . Entretanto, a hiperglicemia dos camundongos ob/ob 
tratados com atorvastatina foi significativamente melhorada pelo tratamento 
simultâneo com vancomicina e ciprofloxacina.  
A modulação da microbiota intestinal apenas com antibióticos promoveu 
redução significativa do conteúdo bacteriano total fecal e praticamente o 
desaparecimento de DNA de Firmicutes e Bacteroidetes nas fezes, em avaliação por 
PCR em tempo real. Por outro lado, camundongos tratados simultaneamente com 
estatinas e antibióticos também mostraram mudanças significativas em seus perfis 
bacterianos intestinais, embora diferentes (167). Estes achados sugerem, em 
conjunto, que as alterações da microbiota intestinal possam estar envolvidas na 
reversão da hiperglicemia induzida pela atorvastatina. Camundongos tratados com 
atorvastatina apresentaram redução da quantidade fecal de Bacteroidetes, 
mantendo a de Firmicutes, presumivelmente levando a uma maior razão 
Firmicutes/Bacterioidetes. A relação entre esses dois principais filos bacterianos tem 
sido associada ao fenótipo metabólico tanto em humanos quanto em roedores. Uma 
menor relação Firmicutes/Bacteriodetes está associada a melhor controle da glicose 
em humanos (168) e também com intervenções que melhoram a tolerância à glicose 
em camundongos (169). Portanto, a maior proporção de Firmicutes para 
Bacterioidetes encontrada em camundongos tratados com atorvastatina em nosso 
estudo poderia estar ligada à hiperglicemia. Por outro lado, em animais tratados com 
pravastatina, nenhuma alteração no conteúdo fecal de Bacteriodetes foi encontrada, 
enquanto uma leve redução no conteúdo de Firmicutes foi observada. 
Curiosamente, os antibióticos levaram a uma redução mais proeminente no 




com atorvastatina, e isso pode ter contribuído para a melhora da hiperglicemia na 
presença de antibióticos e atorvastatina. 
Cepas bacterianas específicas estão associadas a um fenótipo metabólico 
mais saudável. Entre elas, destacam-se Lactobacillus sp e A. muciniphila. Assim, 
analisamos o conteúdo destas duas cepas no DNA fecal de camundongos tratados 
com veículo ou atorvastatina, com ou sem o tratamento simultâneo com antibióticos. 
Nenhuma alteração foi observada no conteúdo fecal de Lactobacillus sp em 
qualquer grupo de tratamento, mas a administração de antibióticos em 
camundongos tratados com atorvastatina promoveu um notável aumento no 
conteúdo fecal de A. muciniphila. Este efeito não foi observado em camundongos 
tratados apenas com atorvastatina, ou com pravastatina ou pravastatina na 
presença de antibióticos. A A. muciniphila é uma bactéria gram-negativa que 
degrada a mucina e que reside na camada de muco do intestino; está altamente 
correlacionada com melhor tolerância à glicose em humanos (169, 170). Essa 
associação parece ser causal, uma vez que a administração de A. muciniphila (133) 
ou de sua proteína de membrana externa purificada Amuc_1100 (171) melhora o 
controle glicêmico em camundongos diabéticos. A representação fecal aumentada 
desta espécie bacteriana em camundongos tratados simultaneamente com 
atorvastatina e antibióticos poderia estar, assim, implicada na melhora da 
homeostase da glicose neste grupo, quando comparado com camundongos tratados 
apenas com atorvastatina. Além disso, a ausência de alterações do conteúdo de A. 
muciniphila fecal em outros grupos de tratamento (antibióticos e pravastatina 
isoladamente ou em combinação) sugere que os efeitos dos antibióticos na 
composição da microbiota intestinal e nos resultados metabólicos podem ser 
variáveis conforme o contexto específico. Ou seja, é possível que sejam 
influenciados por outros fatores que provavelmente determinam a estrutura da 
microbiota intestinal, como o próprio tratamento com estatina. 
É importante notar que este estudo tem algumas limitações. Primeiramente, 
estudamos camundongos ob/ob, caracterizados por deficiência de leptina, um 
modelo monogênico de diabetes, e nosso achado de que a modulação da microbiota 
intestinal por antibióticos protege contra hiperglicemia induzida por atorvastatina 




não foi possível estabelecer que a associação entre alterações na composição da 
microbiota intestinal, incluindo aumento do conteúdo fecal de A. muciniphila e 
melhora da hiperglicemia induzida por atorvastatina é causal. 
Para melhor explorar os resultados deste trabalho, seria interessante realizar 
experimentos com transferência da microbiota de animais tratados com estatinas 
para animais isentos de germes e avaliar se o efeito diabetogênico ocorreria (isso 
provaria que a microbiota é modulada pela estatina e isso influencia o risco de 
hiperglicemia). Experimentos com a administração oral de Akkermansia para animais 
tratados com atorvastatina também seriam importantes para  avaliar se reverteria a 
hiperglicemia. 
Dessa forma nossos dados, em conjunto, sugerem que uma modulação da 
microbiota intestinal, com promoção do aumento da população da bactéria 
Akkermansia muciniphila, poderia influenciar positivamente o efeito diabetogênico da 
atorvastatina. É possível, assim, que a modificação da microbiota intestinal em favor 
da Akkermansia muciniphila possa representar uma estratégia de prevenção de 







Nossos achados indicam que o tratamento com altas doses de atorvastatina, 
mas não com pravastatina, piora a hiperglicemia em camundongos ob/ob, e que a 
modulação da microbiota intestinal por antibióticos pode melhorar a hiperglicemia 
induzida pela atorvastatina. Este último efeito parece ser independente de alterações 
na produção ou sensibilidade da insulina, dado que não houve alterações nas 
concentrações séricas de insulina em jejum em resposta ao tratamento com a 
combinação de atorvastatina e antibióticos. No entanto, possivelmente está 
relacionada a modificações na estrutura microbiana do intestino, dadas as 
alterações no conteúdo fecal de Firmicutes e Bacteriodetes e expansão de 
Akkermansia muciniphila. Mais estudos são necessários para estabelecer o papel da 
Akkermansia muciniphila na reversão da hiperglicemia induzida por atorvastatina e 
se a modificação da estrutura da comunidade microbiana intestinal pode ser uma 
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